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(57) Abstract 

Disclosed is a vector for the expression of the mature protein of y-interferon in bacteria of the type comprising the 
gene coding for the mature protein of human y-interferon and the plasmidic elements providing for the expression of said 
gene characterized in that the end (5') of the sequence coding for the mature protein is as follows: 

5 i ATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 3* 
TAC ACG ATG ACA GTC CTA GGG 
Met Cya Tyr Cys Gin Asp Pro. 



(57) Abrege Vecteur d'expression de la proline mature de 1'interferon-y dans les bacteries du type comportant le 
gene codant pour la proteine mature de I'interferon-y humain et les elements plasmidiques assurant 1'expression de ce gene 
caracterise en ce que I'extremite 5' de la sequence codant pour la proteine mature est la suivante 

5' aTc? tgc tac tgt cag GAT CCC 3' 

TAC ACG ATG ACA GTC CTA GGG 
Met Cys Tyr Cys Gin Asp Pro. 

Les bacteries transfonnees par ces vecteurs permettent de produire IFN-y avec des rendements eleves. 
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Vecteur de "clonage et d 1 expression de 1 • inter fer on- y, bacteries 
transformers et procSdS de preparation de 1 1 interf 6ron-y. 

La pr§sente invention concerne un procSdS de 
preparation de 1* interferon y humain. 

L' interferon y (ci-aprfcs IFN-y) est one glycoprot§ine 
dotee in vitro d'une action anti-tumorale marquee. II fait 
5 l'objet de nombreuses recherches au niveau pharmaceutique . 

* Pour assurer le developpement de ce produit, il convient de 
pouvoir le preparer en quantit§ importante afin d'en diminuer 

le prix. • 

En mettant en oeuvre des techniques de genies g£n£- 
10 tiques on a pu d§crire la preparation de l'lFN-y par fermen- 

tation bactSrienne notamment dans la demande de brevet 
Europ§en 0077670, 

Toutefois il ne semble pas que les rendements obtenus 
soient particuliSrement int€ressants , ainsi dans le brevet 
15 mentionne" prScSdemment 1' activity du milieu fermente est de 
2,5 x 10 5 U IFN-y/1 ce qui est faible au niveau du rendement. 

La pr§sente invention a pour objet d'accroltre le 
rendement de la fermentation par un facteur de 10 000 a 20 000 , 
la quantity d'lFN-y produit atteignant 20 % (du poids total) 
20 des protSines bact€riennes produites. 

Pour ce faire la pr§sente invention propose des 
nouveaux vecteurs. 
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II s f agit de vecteur d 1 expression de la proteine 
mature de 1' interferon y dans les bacteries du type compor- 
tant le gfine codant pour la proteine mature de 1» interferon 
Y humain et les elements plasmidiques assurant 1' expression 
5 de ce gene caractSrisfi en ce que l'extfemite 5 ' de la 

s§quence codant pour la proteine mature est la suivante : 

5 1 ATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 3' 
TAG ACG ATG ACA GTC CTA GGG 
Met Cys Tyr Cys Gin Asp Pro 

Le dSbut de la sequence originale et naturelle de IFN 
10 Y est la suivante (moins le codon ATG de depart) : 

ATG TGT TAC TGC CAG GAC CCA 

en la gomparanj av|c la sequence proposee : 
. ATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 

on note quatre changements 
de nucleotides qui conservent la composition de la proteine. 
15 Dans les exemples qui suivent on demontrera que ces change- 

ments permettent de multiplier par environ 10 000 le rendement 
en IFN-y en particulier lorsque l'on utilise des vecteur s 
tels qu'ils seront decrits ci-apres. 

Les vecteurs selon la presente invention comportent 
20 outre le g£ne codant pour IFN avec une extrSmite 5' comme 

indiquee precedemment : 

- l'origine de replication d'un plasmide bacterien; 

- un promoteur , en particulier tout ou partie d'un 
promoteur du bacteriophage X : P_ P_ ou P ■ , 

h R R 

25 - une region codant pour 1* initiation de la traduc- 

tion incorporant 1 1 ATG de I'extremite 5* du g£ne de IFN-y. 

La presence d'une origine de replication pour un 
plasmide est essentielle pour perraettre la replication du 
vecteur dans les cellules bacteriennes correspondantes , 
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en particulier dans le cas de E. coli on utilisera, de 
preference, l'origine de replication du plasmide pBR322. 
Le plasmide pBR322 prisente, en effet, i'avantage de donner 
un grand nombre de copies et ainsi d'augmenter la quantite 
de plasmides produisant la protSine d^sirSe. 

Parmi les promoteurs du bacteriophage X, on utilisera, 
de pr§f§rence, le promoteur principal de gauche note AP L - 

est un promoteur puissant responsable de la transcription 
precoce de X . 

II est egalement possible d' utiliser d'autres pro- 
moteurs du bacteriophage X , notamment le promoteur de droite , 
P R ou le second promoteur de droite, p, R * 

Bien qu'il soit possible d* utiliser defs sequences 
d 1 initiation de la traduction tres variees , on prefere 
utiliser celle de la proteine ell du bacteriophage X qui sera 
nommee ci-apres XcIIrbs. 

Comme cela sera demontre il est egalement possible 
d' utiliser de telles sequences synthetiques en particulier 
.tout ou partie de la sequence : 

ATAACACAGGAACAGATCTATG . 

Le vecteur en cause comporte, en outre, de preference 
une fonction d 1 antiterminaison de transcription codee par ex. par 
le gene N de X note AN. En presence du nroduit de transcription 
du gene N la transcription a partir de P L se poursuit au-deia 
de la plupart des signaux stop. 

Ceci ecarteles problemes poses par un arret premature 

de la transcription qui peuvent se produire lorsque les genes 

etrangers clones presentent de tels signaux stop. En outre, 

il a ete demontre que 1* expression 3 partir de P L est ameiioree 

+ 

dans un environnement N . 
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Afln d'tfcartcr les problkmea de toxicity et 
d 1 instability du aystlme h6te-vtcteur en cas de production 
en continu de grandes quantity* d'une protline etrangfere, 
il est n*cessaire de prtvoir le controle de 1 'activity 
5 du promo teur en lui adjoignant tout ou partie d'un 

systfeme d' expression induct ible, en particulier thermo- 
inductible. 

De preference, le controle par la temperature 
de la synthase de la proteine etrangfere est effectue 
10 au niveau de la transcription au moyen d'un rgpresseur 

thermosensible cod^ dans la bacterie h6te, par exemple 
cl857, qui r4prime 1' activity de P L a 28 °C roais qui 
est inactive h A2°C. Le rdpresseur agit sur l'operateur 
0 L qui est adjacent au promoteur P L . Bien que dans le 
15 cas precedent une partie du syst^me d 1 expression thermo- 

inductible soit partie integrante de la bacterie h6te, 
il est possible de prevoir que ce syst&me fasse partie 
du vecteur lui-m§me. 

Le vecteur en cause peut egalement comporter 
20 un gfene de resistance a un antibiotique, par exemple 

l'ampicilline dans le cas de p5R322, mais d'autres 
gfenes de resistance peuvent £tre utilises, resistance 
a la tetracycline (Tet r ) ou au chloramphenicol (Cm r ). 

L 9 incorporation d'un tel marqueur est necessaire 
25 pour la selection des bacteries contenant les trans- 

formants porteurs du plasmide selon 1* invention 
pendant les experiences de clonage. 

L 1 incorporation d'un gSne de resistance 
permet d'augmenter la stability du plasmide en xm- 
30 posant une pression de selection lors de la fermentation r 
et en outre facilite I'isolement des tra ns forma nts . 
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Pour 1* clonage il est lntSressant de 
disposer d'un systfcme oermettant de detecter 1' insertion 
dans un plasmide d'un ADN Stranger. 

A titre d'exemple, 11 est possible de prSvoir 
5 dans la sone de clonage le fragment N-terminal de la 

e-galactosidase de E. coli (lac* 1 ) en le fusionnant avec 
la region d' initiation de traduction derivSe de AcII, 
ce qui met la traduction du fragment a sous le controle 
des sequences de ell. 

10 Le fragment a est complements par 1' expression 

du fragment w C-terminal code dans I'hGte, ceci 
conduit A une activity 8-galactosidase dans' les cellules. 
Cette activity 6-galactosidase produit des colonies 
bleues en presence d'un substrat chromophorique, le 

15 5-broroo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosidase. 

A 28 °C, le promoteur P L est inactive, le 
fragment a n'est pas synthStise et les' colonies demeurent 
blanches. Lorsque la temperature est amende £ 42°C, 
le promoteur P L est activd, le fragment a est synthStise 

20 et les colonies virent au bleu. 

reinsertion d 1 ADN Strangers dans les sites de 
clonage situSs dans ce systeme de detection empeche 
la synthese de la B-galactosidase et conduit done h. des 
colonies blanches aussi bien h 28 °C qu 1 * 42°C. 

25 II est egalement possible de remplacer le gene 

lacZ'par d'autres genes permettant une detection. 
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La prGsente invention concerne en outre les~bact€ries 
notamment les souches de E. coli transf ormees par les vecteurs 
selon l f invention par des techniques connues et dont certaines 
seront rappelSes dans les exemples. 
5 Enfin 1' invention concerne un proc§d§ de preparation 

de IFN-y humain dans lequel on cultive sur un milieu de 
culture des bacteries transformers comme d§crit precedemment 
et dans lequel on rScupSre ensuite 1' IFN-y forme. 

Les milieux de culture mis en oeuvre sont connus de 
10 l'homme de metier et devront Stre adaptes a chaque souche 

cultiv€e. La culture sera de preference effectuee en presence 
de 1" antibiotique a l'encontre duquel la souche transf ormSe 
est devenue r§sistante. 

IFN-y est se*pare" apres eclatement des cellules par 
15 des techniques connues comme la separation sur cclonne 

d'af finite ou la chromatographie d' exclusion. 

La pr£sente invention comporte*, bien entendu, d'autres 
aspects, notamment certains plasmides qui seront decrits dans, 
les exemples ainsi que leurs mutants et derives et de fagon 
20 g£n£rale les proc§d£s de fermentation des bacteries trans- 

formers ainsi que 1" IFN-y ainsi obtenu. 

D'autres caractSristiques et avantages de 1' invention 
seront mieux compris a la lecture des exemples ci-aprSs et 
des des sins ci-annex§s sur lesquels : 
25 - la figure 1 represente la strategie permettant de preparer 

le plasmide pTG907, 

- la figure 2 represente la strategie permettant de preparer 
le phage Ml3tg910, 

- la figure 3 represente la structure du phage M13tg910, 

30 - la figure 4 represente la strategie permettant de preparer 

le plasmide pTG908, 

- la figure 5 represente la sequence complete du gSne codant 
pour IFN-y isoie i partir de la banque, 

- la figure 6 represente la strategie de preparation de 
35 pTG909, 
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- la figure 7 reprSsente la stratGgie de preparation de 
pTG94l, 

- la figure 8 repr§sente la strategie de preparation de 
pTG951. 

5 II convient de remarquer que les differences sequences 

de nucleotides figurant dans les dessins doivent Stre 
considfirSes comme faisant explicitement partie de la prSsente 
description, ces sequences n'ont pas 6te* reproduites dans le 
corps du texte afin de ne pas l'alourdir inutilement. 
1 ) Process ggn£raux 
10 a) §ouches_bacteriennes 

Les souches bacteriennes utilis^es dans le cadre 
de la pr^sente invention sont les suivantes' r 

• TGE900 qui est une souche de E. coli ayant les 
caracteristiques suivantes : su~F~his ilv bio (Acl857ABamAHI) 
15 • N6437, souche de E. coli ayant les caract£ris- 

tiques suivantes : F~his ilv gal + A8proC + : tn10 lacAm15 
<XcI857AB amAHI) . 

. Jm103 qui est une souche de E, coli ayant 
les caracteristiques suivantes : A (lac-pro) sup E thi endA 
sbcB15 sttA rK~ nK + / F 1 traD36 proAB + laci a lacZAmlS. 
Les souches mentionn£es precedemment ont ete 
20 utilisdes parce qu'elles etaient disponibles, 

mais il est bien entendu qu'il est possible d'utiliser 
d'autres souches dans la inesure ou elles prdsentent 
certaines caracteristiques essentielles qui sont 
rappeiees dans le cours de la description d£taill£e. 
25 b) £r££aration_des_ADN 

Des mini-preparations d'ADN de plasmides ou 
de phages M13 sont effectue"es comme cela est decrit par 
Ish-Horowitz (reference 1) " a la seule difference que 
l'ADN est prdcipite une seconde fois avec de l'ethanol 
30 avant d^tre utilise. 
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Les maxi-pr*parations aont affectu6es eomme 
cela est d^crit dans la publication pr£c4dente, avec 
una purification compllmentaire par un gradient de 
density CaCl/bromure d'*thidium. 

S c) Te chnigues^de^clgnages 

Le traitement des ADN avec des enzymes de 
restriction est effectu£, sauf indications contraires, 
en utilisant les conditions indiqu^es par le fabricant 
(New England Biolabs, Bethesda Research Laboratories 
10 et Boehringer Mannheim). 

Lorsgue cela est n£cessaire, les phosphates des 
extr£mit6s 5* sent £limin£s en utilisant, soit une 
phosphatase alcaline bact^rienne, soit une phosphatase 
d'intestin de veau, pendant 30 minutes h 37°C dans le 
15 tampon d 1 enzyme de restriction. 

La reparation des extr£mit£s coh£sives utilisant 
la polymerase de Klenow {Boehringer Mannheim) est 
effectu^e k 25°C pendant 15 minutes dans un melange de 
50 mMDl. Tris HC1, pH 7,8, 5 mMol. MgCl 2# 10 mMol; de 
20 6-mercapto£thanol, 0,4 mMol. de dNTPs avec 1' enzyme 

et 10 It 200 ixg/ml d 1 ADN. 

La nuclease S«j (Miles) est utilis^e ci 2 u/ug 
d 1 ADN & 25 °C pendant 30 minutes dans un milieu 0,3 Mol. 
NaCl, 0,03 Mol. NaOAc, pH 4,8, 0,003 Mol. ZnClj. 
25 Bal31 est utilis^e selon le proc^de de Panayotatos 

et al. (reference 2) . Les ligations sont effectu^es 
h 15°C (sauf lorsque cela est indiqug dif f^remment) 
pendant 4 h 24 heures en utilisant de 1 'ADN ligase T. 
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(Boehringer Mannheim) avec 100 mMol. de NaCl, 66 mMol. 
de Tri» HC1, pH 7,5, 10 mMol. de MgCl 2 , 0,5 mMol. de 
apermldine, 0,2 mMol. de EDTA, 2 mMol. de DTT , 1 mMol. 
d' ATP , 0,1 mg/ml de BSA et 5 a 50 ug/ml d'ADN. 

Pour la ligation d'extr£mit£s coh^sives, on 
utilise environ 30 unit4s/ml de ligase. Pour la ligation 
des extremit^s franches on utilise environ 100 unites/ml 
de ligase. 

Entre les diff ^rentes reactions enzymatiques , 
des £chantillons d 1 ADN sont extraits avec un melange 
ph£nol/chloroforme puis pr^cipites a l'ithanol. Lorsque 
cela est n^cessaire, du tARN de E. coli ou de levures 
est utilise comme entralneur. Les adaptateurs xbol§culaires 

(Collaborative Research, Bethesda Research Laboratories, 
New England Biolabs) sont pr£hybrid£s et utilises en 
excfes molaire de 10 a 50 fois pour les extr^mitds 
franches d 1 ADN utilisant les conditions de tampon 
d^crites prdcedemment avec 100 unites/ml de ligase T 4 
a 4°C pendant 15 heures. Lorsque I'on utilise des 
adaptateurs non phosphoryl^s , les. adaptateurs qui 
n'ont pas r^agi sont 61imin£s directement aprfes ligation 
par precipitation avec le t^trachlorhydrate de spermine 

(Hoopes et al. - reference 3) < 

Lorsque l'on utilise des adaptateurs phosphoryl£s , 
le melange de ligation est tout d'abord extrait avec un 
melange ph^nol/chloroforme puis pr£cipite avec de 
l^thanol avant coupure spScifique avec les enzymes de 
restriction appropri^es puis precipitation avec le 
t^trachlorhydrate de spermine. 

Les cellules bacteriennes comp^tentes sont 
pr£parees puis trans formees avec les plasmides ou 

transfect§es par l'ADN de M13 selon les proced^s decrits 
par Dagert et Ehrlich (reference 4) , 
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EXEMPLE 1 

La preparation du pTG908 implique tout d'abord la 
preparation d'un plasmide comportant : 

- l f origine de replication de pBR322, 

- le gene de resistance a 1 ' ampicilline de ce meme 
plaamide (amp ) , 

- le promoteur P L et Le gene XN. 

1) Suppression du site PstI d ans pBR322 

Le plasmide de base utilise est le plasmide pBR322 ; 
toutefois, celui-ci presente 1 ' inconvenient d' avoir a 
l'interieur du gene amp R un site de restriction PstI, car 
un site de mSme nature sera utilise par la suite dans la zone 
de clonage comme site unique de restriction. II convient 
done de faire disparaltre ce site de restriction PstI en 
utilisant un mutant du plasmide P BR322, le plasmide P UC8, dans 
lequel le gene de resistance a 1" ampicilline ne presente 
pas de site de restriction PstI (ce site a ete elimine par 
mutation in vitro) . P BR322 est commercialise notamment par 
Bethesda Research Laboratories et P UC8 est decrit dans 
1' article reference 5. 
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Pour ce faire r on ^change le fragment PvuI/PvuII 
de 1 669 bp de pBR322 avec le fragment analogue 
PvuI/PvuII du plasmide pUC8. Afin de r£aliser cet 
^change les plasmides pBR322 et pUC8 sont traite's 
5 euccessivement par Pvul, PvuII, puis circularises par 

section d'une ligase. 

On obtient ainsi le plasmide pTG902 qui ne 
pr^sente plus de site de restriction PstI et qui a 
e*galement perdu le site de restriction Ndel ©resent a 
10 l'origine sur pBR322 (non repr^sente* sur la fig. 1). 

En outre , le plasmide pTG902 porte un fragment de 50 bp 
correspondant a la sequence laci 1 dans leguel se trouve 
le site PvuII. 
X 5 2) Insertion du promoteur ? L et du gene XN 

et preparation du plasmide de pTG9Q7 

Le promoteur P L et le gene XN sont isolSs 
du plasmide, pKC30 pour etre ins£r£s dans pTG902, 
le segment pr^leve* contient £galement 1'op^rateur 0 L 
20 sur lequel agira le r^presseur thermosensible cI850, 

comme cela sera de*crit dans les essais. En outre, le 
proc^de" permet de supprimer les sites EcoRI et Hindlll 
tout en conservant un site unique BamHI en aval du 
gene N pour pouvoir ensuite insurer XcIIrbs. Le plasmide 
25 de pKC30 est d£crit dans la reference 6. 

pTG902 est coupe* en son site de restriction 
unique EcoRI et les extr£mit£s 5 1 sortantes sont 
61imin£es par traitement a la nuclease Sj. Apres une 
digestion avec BamHI , le fragment le plus important est 
30 purifie* sur gel. 
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Le fragment portant le promoteur P L et le"gfene 
XN est pr*par< de la m§me facon partir de pKC30 en 
traitant auccesaivement le plasmlde par Pvul, la 
nuclease S,, et BamHI. Les fragment s,aprfes purification 
5 aur gel, sont aoumis a I 9 action de la ligase, ce qui 

conduit h la fusion EcoRI/Pvul et a la reconstitution 
du site BamHI • 

Le melange de ligation est utilise pour 

transformer des cellules hdtes comp£tentes, TG2900, 

10 & 30°C. Cette souche contient le prophage X de*l£t£, 

XcI857ABamAHI, qui fournit le rdpresseur de X thermo- 

sensible, cI857, qui est n£cessaire pour bloquer la 

transcription a partir de P L . 

Ceci est important car 1" activity de P T dans un 
+ i* 
15 milieu N est 16thale compte tenu de la fonction 

d'antiterminaison de N, 

Apres analyse par enzymes de restriction, les 

clones bontiennent des plasmides de structure correcte.et 

sont ensuite testes pour leur manque de viability a 42°C. 

20 L'un des plasmides obtenus, pTG906 f est traite* 

de facon a eiiminer le segment PvuII-Sall de manifere 
a supprimer les sites de restriction compris sur ce 
segment et afin de faire disparaltre £galement les 
deux sites de restriction extremes. Pour ce faire, 

25 pTG906 est traite* successivement avec Sail, la nuclease S^, 

PvuII et la ligase. 

On obtient ainsi le plasmide pTG907 qui comporte 
1* ensemble des Elements 6voqu£s au ddbut de cette dtape 
et, en outre, qui est Pst" Eco" Hind" Sal" Ava" Nde" 

30 PvuII~. La synthese de ce plasmide est representee sur 

la figure 1 . 
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3) clonaae de la region XcIIrbs 

La seconde phase lmportante de la synthase 
consiste a insurer la region XcIIrbs sous forme d'un 
fragment Aval/TaqI dans le d£but du 
5 gfene lacZ* (fragment a de la B-galactosidase) lequel 

a 4t& clone dans le phage Ml 3 nomme M13tg110. Cette 
strangle permet un test fonctionnel simple pour rbs, 
a 6avoir la production de la proteine lacZ' et, par 
consequent, d'obtenir des plaques bleues en presence 

10 d'IPTG et de Xgal ; ceci permet egalement un s^quengage 

rapide de la construction en utilisant la methode 
dite du dideoxy. 

Dans le cours des experiences, diff erents 
d^riv^s du phage M13 seront mentionnSs. Precedemment 

15 on a mentionne le phage M13tg110 et dans la suite de la 

description on utilisera d*autres phages du m§me type 
dont la construction va §tre rappeiee ci-aprfes. 

La construction de ces vecteurs 'est indiqu£e 
dans le tableau I ci-apr&s sur lequel figurent les 

20 references du phage de depart, la nature de 1' enzyme 

de restriction avec laquelle il a ete decoupe, le 
traitement particulier qu'ont subi les fragments ainsi 
obtenus et la nature de 1' insert qui a ete fixe dans 
les sites ainsi reveies. 

25 Le phage M13mp7 est commercialise notamment par 

la societe Bethesda Research Laboratories. 

M13mp701 est obtenu a partir de M13mp7 par 
remplacement du fragment Pstl/EcoRI a droite 
(CTG CAG . .. GAA TTC) par la sequence : CTG CAG CAA TTC. 

30 Le principe de la construction est decrit dans 

le schema suivant : 
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ATG ACC AT 6 ATT ACG AAT TCC CCG GAT CCG TCG ACC TGC AGC AAT TCA CTG 6CC M13mp70l 



Bam HI 



i 



ATGACCATGATTACGAATTCCCCG GATCCGTCGACCTGCAGCAATTCACTGGCC 
TACTGGTACTAATGCTTAA6GGGCCTAG 6CAGCTGGACGTCGTTAAGTGACC6G 

i 

DNA polymerase 

ATGACCATGATTACGAATTCCCCGGATC GATCCGTCGACCTGCAGCAATTCACTGGCC 
TACTGGTACTAATGCTTAAGGGGCCTAG CTAGGCAGCTGGACGTCGTTAAGTGACCGG 

I 

Linker Hindlll 

; 

ATGACCATGATTACGAATTCCCCGGATCCCAAGCTTGG CCAAGCTTGGGATCCGTCGACCTGCAGCAATTCACTGGCC 
TACTGGTACTAATGCTTAAGGGGCCTAGGGTTCGAACC GGTTCGAACCCTA6GCAGCTGGACGTCGTTAA6TGACCGG 



Hindlll 

ATGACCATGATTACGAATTCCCCGGATCCCA AGCTT6GGATCCGTCGACCTGCAGCAATTCACTGGCC 
TACTGGTACTAATGCTTAAGGGGCCTAGGGTTCGA ACCCTAGGCAGCTGGACGTCGTTAAGTGACCGS 

! 

T^DNA ligase 

ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCC CCG GAT CCC AAG CTT GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCA ATT CAC TGG CC 



Eco RI Bam HI Hindlll Bam HI Sal I PstI 
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Lee protocoles ^'utilisation des enzymes 
(restriction, ADN polymerase, T^ADN ligase) sont ceux 
indiqu^s dans les notices des fournisseurs . Le "linker H 
HindllZ est un oligonucleotide synthetique de sequence 

5 p* CCAAGCTTGG 3 ' (Collaborative Research Inc., Waltham, 
Mass 02154, E.U.A.) • 

La region cXIrbs est isolSe S partir d*un plasnide pOGll (r§f 7) 
qui contient un fragment de XHaeIII/Sau3A qui s'etend 
du milieu du gfcne cro jusqu'au milieu de la region 
10 codant pour clt (cro et ell etant impligu§s 

notamment dans la regulation de la lysogenie.du bacte- 
riophage X) . 

On preifcve dans pOG11 le fragment Aval/TaqI de 
186 bp contenant la region cllrbs et on le traite avec la 
15 polymerase Klenow. D' autre part, on traite le phage 

M13tg110 par BamHI puis par la polymerase de Klenow 
suivi d'un traitement k la phosphatase intestinale de veau. 
Les fragments obtenus sont soumis k 1' action de la 
ligase T 4 . 

20 Un examen des sequences du fragment de pOG11 

comportant la region c II rbs et du phage M13tg110 permet 
de prevoir que 1' insertion du fragment portant cllrbs 
dans le site BamHI de M13tgll0 doit conduire a Inten- 
tion de plaques bleues aprds fermentation des bacteries 

25 transf ectees compte tenu du fait que le g&ne lacZ ■ est 

en phase pour la traduction 3 partir de AUG du gSne de 
eZXf tandis que les plaques correspondant a la souche 
parentale M13tgll0 sont blanches. 
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Les plaques bleues sent wreievfies puis les colonies sent selection- 
n^ee par analyse de restriction enzymatique des mini- 
preparations et l'on vlrifie ensuite par sequencage que 
la construction obtenue est correcte. 
5 On obtient ainsi un clone resultant M13tg910 

dont la structure globale est representee h la partie 
infSrieure de la Figure 2 et la structure detaillSe est 
representee & la figure 3. 

On constate que 1* insertion du fragment cllrbs 
10 reconstruit en amont les sites BamHI et Aval et en 
aval le site BamHI. 

La traduction & partir de AUG de ell" conduit k 
la fusion des 13 aminoacides terminaux de ell aux 8 
aminoacides du NH 2 terminal de la proteine lacZ * . 
15 4) Insertion du fragment XcIIrbs dans le plasmide pTG907 
La troisieme etape de cette syhthese consiste h 
transferer le fragment cllrbs/lacZ' du phage M13tg910 
sur le plasmide vecteur pTG907 prepare precedemment. 
Pour ce faire, il convient tout d'abord 
20 d'eiiminer les sites EcoRI, BamHI et Aval en amont de 
cllrbs puis d'inserer un site Bglll. 

Dans ces conditions , cllrbs peut £tre preieve 
sous forme d'un fragment Bglll-Bglll et place dans le 
site BamHI en aval du promo teur et du gene XN de 
25 pTG907. 

Le phage M13tg910 est digere avec EcoRI puis 
traite avec Bal31 puis ensuite par la polymerase de 
Klenow. Les fragments obtenus sont alors sounds £ 
!• act ion de la ligase en presence d' adaptateurs Bglll 
30 non phosphoryies. Le melange de ligation obtenu est 

utilise pour transformer des cellules competentes JM103. 
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On s61ectionne alors les plages bleues. Ces clones sont 
ensuite analyses afin de verifier qu'ils contiennent le site 
Bglll et qu'ils ne pre*sentent plus de site EcoRI ou BamHI 
en amont. On obtient ainsi des clones tels que M13tg912 
5 dont la structure est representee sur la figure 4. 

Le traitement par Bal31 a produit une deletion de 
101 bp §liminant les sites EcoRI, BamHI et Aval ; ainsi que 
les sequences de lac ATG et lac Shine/Dalgarno . Le site 
Bglll introduit se trouve place enrion 100 bp en amont de 
10 1 1 ATG de ell et 10 bp en aval de P lac - 

Le fragment BamHI/SphI de pTG907, le fragment Bglll/ 
Hgal portant cllrbs et lacZ' et 1 1 adaptateur- phosphoryle* ont 
ete prehybrides dans un rapport molaire de 1:2:1 puis traitSs 
avec la ligase . Des aliquots sont utilises pour transformer 
15 les cellules competentes de la souche 6150 a 30°C. 

Les cellules interessantes sont identif i§es en 

seiectionnant les transf ormants avec un fragment cllrbs/lacZ* 
32 

marque au P et la construction obtenue est confirmee par 
une etude de restriction enzymatique. 

20 Afin d' avoir une premidre indication montrant que les 

differents elements du systeme d 1 expression se conduisent 
comme cela est desire, le plasmide obtenu, pTG908, est trans- 
fere dans une souche h6te N6437 qui possede a la fois c!857 et 
le fragment oj de la &-galactosidase compiementant le fragment 

25 ot qui est code par le plasmide. 

Les transformants obtenus places sur une botte 
contenant IPTG + Xgal sont blancs a 28 °C puis virent au bleu 
environ 30 minutes apr£s lorsqu'on les transf ere a 42°C. 
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EXEMPLE 2 : Selection du clone de cDNA de IFN-y 
humain 

On realise selon les procecles connus une banque de 
cDNA a partir des mARN de lymphocytes induits par des agents 
5 mitogenes. 

Puis on sSlectionne un clone comportant la s§quence 
codant pour IFN-y complet (figure 5) ce clone est denommS 
pTGll. 

IFN-y est synthetis§ sous forme d'un propeptide dont 
10 la sequence signal de 20 amino-acides est scindee pour donner 

le polypeptide mature qui dSbute par la sequence cys-tyr-cys 

et couvre les amino-acides 21 a 166. 

L' analyse de la sequence des nucleotides pour les 

sites de restriction reVele un site EcoRII a 8 bp en aval du 
15 depart de la protSine mature et un site Sau3A a 285 bp en aval 

du codon stop, ce qui permet d'isoler pratiquement toute la 

sequence codant pour la proteine mature sur un fragment EcoRII/ 

Sau 3A. 

EXEMPLE 3 : Construction de pTG909 plasmide expirant 
20 faiblement IFN-y humain 

La figure 6 schematise la preparation de pTG909. 
On utilise tout d'abord une molecule d* adaptation 
synthStique qui permet : 

a) d'effectuer la jonction entre les extremites EcoRII 

25 et Ndel, 

b) d'introduire les 8 bp manquantes par rapport a la 
sequence codant pour IFN-y mature et, 

c) de reconstituer le codon de depart ATG de cll rbs 
de facon que la sequence codant pour la proteine IFN-y mature 

30 sd)it traduite sans amino-acides fusionn§s a 1' exception de 

l'initiateur F-met. 
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Get adaptateur est synth§tis§ chimiquement et sa 
constitution est representee sur la figure 2. 

pTGll est mis en digestion avec Eco RII et Sau 3A et 

pTG908 avec Ndel et BamHI. 

5 Les fragments approprifis sont purifies sur gel, 

m61ang§s avec une quantity §quimolaire de 1 ' adaptateur , 

pr£hybrid£s et lige"s. Le melange est utilise" pour transformer 

des cellules compStentes TGE900 et les transf ormants sont 

sSlectionn€s en hybridant un insert PstI de pTGll "nick- 

32 

10 traduit" et marque" au p avec les- trans forr.ants . 

13 clones sont s§lectionn€s et contrSISs par carto- 
graphie et l'un d'eux pTG909 est virifie" par sequen^age. 

La mise enculture du clone de. TG?0e transforne par TG909 es 
effectuSe sur un milieu L3 avec 50 yg/ml Ampicilline jusqu'S 
15 une density optique D0 66Q = 0,3 10 8 cellules/ml) et induite 

pendant 1 heure a 42 °C. Les extraits sont prepares pour tester 
leur activite* IFN-y selon des proc§d§s connus : 

Les r£sultat's montrent une activity de 10 5 uniteYl 
de culture en IFN-y. Le poids mol§culaire de la proteine 
20 d* environ 17000 dalton est en bon accord avec ce que l'on sait 

de IFN-y. 

Mais cette activite" correspond S environ 0,001 % du 
contenu total en prot€ine de la cellule. 

C'est ce resultat qui a amene a r£etudier la structure 
25 fine des bases au voisinage de codon de depart et £ proposer 

des mutations ponctuelles conservatrices permettant d'ameliorer 
le rendement en IFN-y • 
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EXEMPLE 4 : Construction du vecteur pTG9 41 

pTG909 contient 2 sites Ndel, I'un au codon de depart 
de IFN-y et l'autre 22 bp plus tard dans la sequence IFN-y 
(voir figure 7) , 

La r§gion entre ces sites qui est la region codant pour 
les 7 premiers amino-acides de IFN-y a ete fcliminSe par 
traitement avec Nde l et remplacee par un oligonucleotide 
synthetique qui est represents sur la figure 7. 

Cette reaction detruit le site Nde l aval et reconsti- 
tue le site Nde l amont tout en introduisant un site BamHI qui 
est unique . e 

Ce changement de base est conservateur , c'est-a-dire 
que la sequence d 'amino-acide n'est pas alteree. 

Les extraits obtenus dans les memes conditions que 
precSdeirjnent a partir de souche transformee par le plasmide 
pTG941, contiennent 2 x 10 9 U/1 IFN-y • 

Ce r€sultat est 10 000 fois sup§rieur aux rSsultats 
obtenus avec pTG909 et correspond 3 10 % du poids total des 
prolines cellulaires produites . 

EXEMPLE 5 ; Construction de pTG951 

La figure 8 schematise la construction de pTG951 
qui est un derive de pTG941 dans lequel un fragment 
contenant le cll rbs a ete remplace par une sequence 
synthetique sur la base de la sequence de la region 
d* initiation de la traduction de l'operon E^ coli lac 
note E^ coll lac opSron rbs. Cet oligonucleotide 
synthetique a ete insere entre le site unique Nde l du 
codon de depart de la sequence codant pour IFN-y et 
le site Cla l qui a ete insere au niveau du site Hgal 
dans le gSne N. De ce fait par traitement avec Nde l et 
Cla l le plasmide pTG951 ne contient plus qu'un gene N 
tronque (un codon step en phase avec la traduction 
du gene N est place immediatement en amont du 
nouveau site rbs) et est depourvu des terminateurs de 
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de transcription tLl et tRl presents dans pTG909 et 
pTG941. 

Les extraits bactSriens obtenus h l'aide de 

bactSries transformers par pTG951 conduisent a une 

9 

5 production de 5 x 10 IFN-y U/l de culture, ce qui 

correspond a 25 % du poids total des prot§ines cellulaires 
produites . 

Le site rbs synthe'tique de pTG951 contient un 
site Bgl ll unique inline* diatement avant le codon de depart, 

10 il est done possible de faire des d€riv€s de pTG951 par 
scission avec Bgl ll suivi par diverses manipulations 
utilisant soit l'ADN polymerase I ou la nucl/ase SI. 
Ces d§rive"s prSsentent des variations dans la distance 
et les sequences entre la sequence de Shine/Dalgarno et 

15 I'ATG. Mais aucun des plasmides ainsi prepare ne 

pr£sente une activite* supSrieure au pTG951 lui-mSme. 

Les principaux r§sultats sont rappeles dans le 
tableau ci-aprSs : 
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REVINDICATIONS 



1. Vecteur d'expression de la proteine mature de 
1* interferon y dans les bacteries du type comportant le 
gene codant pour la proteine mature de 1' interferon y 
humain et les elements plasmidiques assurant 1» expression 
5 de ce gene caracterise en ce que 1 'extremity 5' de la 

sequence codant pour la proteine mature est la suivante ; 
5 f ATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 3' 
TAG ACG ATG ACA GTC CTA GGG 
Met Cys Tyr Cys Gin Asp Pro 
10 2. Vecteur de clonage selon la revendication l 

caracterise en ce qu»il comporte en outre : 

a) l'origine de replication d f un plasmlde bacterien, 

b) un promoteur, 

c) une region d' initiation de la traduction compor- 
15 tant le codon ATG de la sequence codant pour IFN-y mature. 

3. Vecteur selon la revendication 2 caracterise en 
ce qu'il comporte : 

a) l'origine de replication d'un plasmide bacterien, 

b) un promoteur du bacteriophage A, P L ; P R ou P* R , 
20 c) une region d* initiation de la traduction choisie 

parmi tout ou partie AcIIrbs ou une sequence synthetique 
placee sous le contrfile du promoteur du bacteriophage A. 

4. Vecteur selon la revendication 2 caracterise 
en ce que la region d' initiation de la traduction est 

25 AcIIrbs. 

5. Vecteur selon la revendication 2 caracterise 
en ce que la region est constituee par tout ou partie de 
la sequence : 

ATAACACAGGAACAGATCTATG . 
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6. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 5 
caracterise en ce que le promoteur utilise est le promoteur 
V 

7. Vecteur selon l f une des revendications 1 a 6 
caracterise en ce qu'il comporte, en outre, une fonction 
d'antiterminaison de transcription, 

8. Vecteur selon la revendication 7 caracterise en 
ce que la fonction d'antiterminaison de transcription est 
le g5ne AN. 

9. Vecteur selon l'une des revendications 15 8 
caracterise en ce qu'il comporte I'origine de replication 
de pBR322. 

10. Vecteur selon l'une des revendications 15 9 
caracterise en ce qu'il comporte un gfene codant pour la 

15 resistance a un antibiotique . 

11. Vecteur selon la* revendication 10 caracterise 
en ce qu'il comporte un g£ne de resistance a 1 'ampicilline. 

12. Les plasnides vecteur s pTG941 et pTG951 ainsi que 
leurs mutants et : -derives . 

13. BactSries transform^es par un vecteur selon l'une 
des revendications 1 a 12. 

14. Bacteries selon la revendication 13 caracterise en 
ce qu'il s'agit de E. coli. 

15. Proc§de de preparation d' interferon y humain 
caracterise en ce qu'on a cultive sur un milieu de culture une 
bacterie selon l'une des revendications 13 et 14 et en ce que 
l'on isole IFN-y humain obtenu aprds culture. 
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